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UTILISATION THERAPEUTIQUE 
DE 1.IPIDES EXTRAITS DE NACRE 

5 La presente Invention concerne I'utilisation de lipides extraits de nacre d'un 
mollusque nacrier en tant que medicament, notamment dans les pathologies et les 
traumatismes lies a une diminution de I'activite de la filaggrine et/ou une 
augmentation de I'activite de transglutaminase membranaire. Elle concerne 
egalement des compositions pharmaceutiques les contenant. 

10 

Le psoriasis est un desordre dermatologique inflammatoire chronique qui touche 
actuellement plus de 2 millions de personnes en France et 3 a 5 % de la population 
europeenne. Avec pres de 60 000 nouveaux cas chaque annee en France, c'est 
une des affections dermatologiques les plus frequentes. Bien que ses causes 

15 restent encore imparfaitement connues, elle est consideree aujourd'hui comme une 
maladie auto-immune a facteurs genetiques et environnementaux. 
Cette maladie se manifeste par des plaques rouges qui se recouvrent d'epaisses 
squames blanches. Elle peut toucher les coudes, les genoux, le bas du dos, le cuir 
chevelu, les pieds, les ongles ou les plis. Dans les cas les plus graves, le psoriasis 

20 peut atteindre les oreilles ou le visage, voire le corps entier. La plupart du temps 
inoffensives, ces affections ont le desavantage d'§tre inesthetiques. Bien que la 
maladie ne soit pas contagieuse, les 3 % de la population affectes souffrent d'une 
foule de prejuges. Dans environ 8 % des cas, le psoriasis apparaTt comme une 
maladie grave parce qu'il s'etend a tout le corps ou qu'il s'accompagne de graves 

25 complications, en particulier rhumatismales. 

Le psoriasis est caracterise par (1) une hyperproliferation epidermique (croissance 
excessive avec differentiation incomplete et acceleree) et (2) une inflammation de 
I'epiderme et du derme visible localement. Aujourd'hui, il est avance que cette 
maladie est causee et/ou developpee par I'activation de lymphocytes T specifiques 
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d'antigenes, des reactions autoimmunes, et une proliferation de facteurs mediateurs 
qui induiraient le proliferation des keratinocytes. Ainsi, la phase d'expression de la 
maladie est caracteris6e par (1) une activation des lymphocytes T notamment due a 
Tinterferon y, (2) une activation des cellules epidermiques (les keratinocytes 
5 s6cretent des cytokines inflammatoires, telles que IL1, TNFa, et IL8, et des 
chimiokines), et (3) le recrutement des cellules endothelials notamment celles du 
reseau capillaire veineux entramant une vasodilatation et une interaction avec les 
globules blancs circulants. Les keratinocytes se divisent trop vite selon une 
sequence de keratinisation der6glee qui aboutit a une hyperproliferation des 
10 couches epidermiques et a un epaississement de I'epiderme. Cela se traduit par 
une hyperkeratose ou par un epaississement de la couche corn6e qui devient 
seche et desquamante. 

Ainsi, compte tenu de ces mecanismes multiples, divers traitements sont 
aujourd'hui disponibles et couramment utilises pour traiter les patients atteints de 

15 psoriasis, incluant une variete de traitements par vote topique, par phototherapies, 
et par voie orale. Les traitements topiques incluent notamment les steroTdes, le 
goudron, I'anthraline, la vitamine D3 et analogues, les retinoTdes, et les 
rayonnements UV. Les effets secondares associes a l'utilisation de traitement 
topique incluent I'epaississement de la peau, Tapparition de taches brunes, de 

20 brulures, d'irritation et de photosensibilite. L'utilisation de steroTdes peut aussi 
conduire a une certaine resistance, rendant des traitements subsequents a base de 
steroTdes inefficaces. La phototherapie englobe le traitement suivi medicalement 
aux rayonnements ultraviolets de type B (UV-B) ou le traitement au psoralene en 
combinaison avec des UV-A. L'usage § long terme de la phototherapie peut vieillir 

25 prematurement la peau et augmenter les risques de cancers de la peau. Les 
traitements par voie orale, generalement utilises pour les cas les plus serieux, 
comprennent Tadministration de methotrexate, retinoTdes oraux, ou de cyclosporine. 
L'utilisation de methotrexate demande un suivi medical important pour eviter tout 
dommage du foie. L'utilisation de retinoTdes oraux doit etre controlee chez les 

30 femmes a cause de leurs effets teratogenes. La cyclosporine, un 
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immunosuppresseur, est reservee aux patients qui n'ont pas repondu a d'autres 
traitements par voie orale ou pour lesquels les autres traitements sont contre- 
indiques. L'alternance de ces traitements, eventuellement en combinaison avec la 
phototherapie, a egalement ete trouvee efficace dans certains cas. 

5 

II n'existe done pas a ce jour de traitement totalement satisfaisant et tous les 
patients ne repondent pas ou ne tolerent pas les therapies actuellement 
disponibles. De nouvelles alternatives de traitements du psoriasis sont done 
recherchees, notamment pour en ameliorer refficacite et/ou pour diminuer les effets 
10 secondares. Enfm, une meilleure utilisation des medicaments existants en 
association avec de nouveaux traitements pourrait deboucher sur des ameliorations 
significatives. 

La filaggrine est une proteine situee dans les couches les plus superficielles de 

15 I'epiderme. La profilaggrine, proteine riche en histidine, est le principal composant 
des grains de keratohyaline du stratum granulosum. Au cours de la differentiation 
terminale, la profilaggrine est dephosphorylee puis partiellement proteolysee en 
composes intermediates, puis en filaggrine. La filaggrine possede la capacite 
d'agreger les filaments de keratine en catalysant la formation des ponts disulfures 

20 entre les filaments de keratine. Elle entre dans la composition de I'enveloppe 
cornee. Elle joue un role dans I'hydratation puisqu'elle represente le reservoir 
essentiel des facteurs d'hydratation naturels (NMF). En effet, la filaggrine, apres sa 
degradation, est la source d'acides amines qui seront metabolises pour former des 
composants des NMF, en particulier la glutamine est transformee en PCA (acide 

25 hydrolidone carboxylique) et I'histidine en acide urocanique. Ainsi, un taux bas en 
NMF caracterise des desordres cutanes importants, tels que le psoriasis (taux de 
NMF pratiquement nul), mais aussi I'ichtyose (taux de NMF pratiquement nul) et la 
dermatite atopique (taux de NMF bas par rapport a une peau normale). Le temps de 
renouvellement de I'epiderme d'un sujet atteint par le psoriasis est diminue (de 8 

30 jours au lieu de 21 a 28 jours environ pour un epiderme normal). Un phenomene 



BNSOOCID: <WO__2004112808A2_I_> 



WO' i 004/1 12*808 PCT/FR2004/001534 

4 

tendant £ eviter cette diminution du taux des facteurs d'hydratation naturels ou NMF 
(pour « natural moisturizing factors ») est alors observe, ce phenomene consistant 
en une acceleration de I'hydrolyse de la filaggrine qui tend alors a s'epuiser. 

5 En outre, le psoriasis est caracterise par des alterations tres specifiques de certains 
marqueurs epidermiques, en particulier il est observe une augmentation de la 
production par les keratinocytes de la transglutaminase membranaire (ou 
transglutaminase 1) qui joue un role dans la formation de I'enveloppe cornee. Ainsi, 
jouer sur ce taux permettrait egalement d'ameliorer I'etat de la peau des sujets 
1 0 atteints de ce d§sordre. 

La polyarthrite rhumatoTde est egalement une maladie auto-immune a facteurs 
genetiques et environnementaux. Cette pathologie se manifeste par une 
inflammation articulaire source de douleurs et est souvent accompagnee de 

15 deformation des articulations. Ainsi, dans de nombreux cas de polyarthrite, il y a 
atteinte auto-immune de la filaggrine. Les anticorps dits communement 
« antikeratines » sont tres specifiquement associes a cette pathologie. lis sont lies 
aux formes les plus severes de la maladie et precedent souvent I'apparition des 
signes cliniques. lis sont synthases par des plasmocytes de la membrane 

20 synoviale. II a ete rnontre que ces anticorps reconnaissent differentes formes 
moleculaires de la profilaggrine et de la filaggrine. Aujourd'hui, les auto-anticorps 
specifiques diriges contre la filaggrine epidermique (AFA pour Anti-Filaggrine 
Antibodies) sont consideres comme les plus importants et fiables marqueurs de la 
polyarthrite rhumatoTde. 

25 

Dans ce cadre, la demanderesse vient a present de mettre en evidence des 
propriet6s biologiques interessantes de lipides extraits de nacre de mollusques, a 
savoir leur action sur la filaggrine et/ou la transglutaminase. En particulier, il a ete 
mis en evidence que ces lipides extraits de nacre appliques sur la peau induisent 
30 une surexpression de la filaggrine et une inhibition de Texpression de la 
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transglutaminase membranaire. 

La presente invention vise done une composition pharmaceutique comprenant des 
lipides extraits de nacre de mollusques nacriers dans un support 
5 pharmaceutiquement acceptable. 

Elle a egalement pour objet les lipides extraits de nacre de mollusques nacriers a 
titre de medicament, notamment pour traiter des pathologies presentant une 
diminution de I'activite de la filaggrine et/ou une augmentation de I'activite de 

10 transglutaminase membranaire, plus specifiquement pour traiter des pathologies 
liees a une diminution de I'activite cutanee de la filaggrine et/ou a une 
surexpression cutanee de la transglutaminase membranaire. En particulier, les 
lipides extraits de nacre de mollusques nacriers peuvent etre utilises pour traiter des 
pathologies cutanees, plus particulierement choisies parmi le psoriasis, I'ichtyose et 

15 la dermatite atopique, mais aussi des maladies auto-immunes liees a une atteinte 
auto-immune de la filaggrine, telles que notamment la polyarthrite rhumatoTde. 

De fagon tout a fait surprenante, il a ete observe que la nacre des mollusques 
nacriers (mollusques capables de former de la nacre), en particulier des huTtres et 

20 plus specifiquement des huTtres du genre Pinctada et plus particulierement du 
genre Pinctada espece margaritifera, contenaient des lipides favorisant la 
reg6n6ration de la peau. En outre, aucune intolerance n'a ete detectee lors de 
application de ces lipides sur une peau humaine. De plus, comme specifie ci- 
dessus, ces lipides extraits de nacre appliques sur la peau induisent une 

25 surexpression de la filaggrine et une inhibition de I'expression de la 
transglutaminase membranaire. 

Les lipides de nacre selon Tinvention sont plus particulierement obtenus par leur 
extraction a partir de mollusques nacriers definis ci-dessus. Le procede d'extraction 
30 comprend plus specifiquement les etapes suivantes : 1) separer la nacre du reste 
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de la coquille d'un mollusque nacrier, plus particulierement de fa9on a n'obtenir que 
la couche aragonitique, 2) broyer la nacre pour obtenir une poudre, 3) effectuer une 
extraction lipidique a partir de cette poudre en soumettant celle-ci a au moins un 
solvant d'extraction ou un melange de solvants, puis avantageusement 4) extraire 
5 les lipides a partir du solvant ou du melange de solvants utilise. Avantageusement, 
la poudre obtenue en 2) presente une granulomere moyenne (en nombre) 
inferieure & 20 urn, de preference de I'ordre de 8 jxm. La granulomere est mesuree 
avec des moyens classiques a la portee de I'homme du metier, comme la technique 
de tamisage et/ou la technique a lecture Laser. 

10 

La separation de la nacre du reste de la coquille peut etre realisee par tout moyen 
connu en soi et en particulier par meulage. Le broyage de la nacre peut notamment 
etre realise en plusieurs etapes, notamment dans un premier temps par 
concassage, puis eventuellement par differentes techniques de broyage. 

15 

La nacre peut etre avantageusement decontarninee, notamment par lavage(s) 
decontaminant(s), par exemple dans une solution d'hypochlorite de sodium, puis 
par sechage. 

20 La nacre peut egalement etre sterilisee, avantageusement apres avoir ete broyee, 
par toute methode connue en soi. En particulier, la sterilisation est mise en oeuvre 
par irradiation (irradiation aux rayons gamma) ou a chaud (chaleur seche ou 
humide) (Atlan G. f Delattre O., Berland S., Le Faou A., Nabias G., Cot D., Lopez E., 
Interface between bone and Nacre implants in sheep, Biomaterials, 1999, 20 : 

25 1017-1022 ; Balmain J., Hannoyer B., Lopez E., Fourier transform infrared 
spectroscopy (FITR) and X-Ray diffraction analyses of mineral and organic matrix 
during heating of mother of pearl (Nacre) from the shell of the mollusc Pinctada 
maxima, J. Biomed. Mater. Res. Applied Mat, 1999, 48 (5) : 749-754). 

30 L'extraction lipidique peut etre realisee par tout procede connu. Ainsi, par exemple 
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la poudre est mise en contact avec un solvant d'extraction lipidique tel qu'un 
melange de chloroforme et de methanol, ou de I'ethanol ou encore de I'hexane, le 
melange est eventuellement agite pendant 1 a 6 heures, puis une separation est 
realisee, par exemple par centrifugation ou filtration, pour s6parer la phase solide 
5 de la phase liquide, suivie avantageusement d'une elimination du solvant de la 
phase liquide, en particulier par evaporation, pour enfin recuperer les lipides 
desirees. Sont ainsi recuperes la quasi-total ite des lipides desires. Selon un mode 
particulier, les lipides utilises selon I'invention, notamment ainsi extraits, ne sont 
soumis a aucune modification chimique, notamment une saponification, pendant, 
1 0 avant ou apres leur extraction. 

Lorsque le solvant d'extraction lipidique est le melange chloroforme/methanol ou 
Thexane, la mise en contact, et eventuellement I'agitation, est avantageusement 
realisee a temperature ambiante (entre environ 18°C et 25°C). Lorsque le solvant 

15 d'extraction lipidique est I'ethanol (I'ethanol absolu), la mise en contact, et 
eventuellement I'agitation, est avantageusement realisee a une temperature 
comprise entre 30 et 40°C, et de preference dans des rapports ponderaux 
poudre/solvant qui correspondent £ 1/5. Les rapports ponderaux du melange 
chloroforme/methanol sont avantageusement de 2/1 et le rapport ponderal 

20 poudre/solvant est de preference 1/3. Lorsque le solvant d'extraction lipidique est 
Thexane, le rapport ponderal poudre/solvant est de preference de 1/3. 

Lorsque les lipides sont sdpares du solvant utilis6, ils se presentent g6neralement 
sous forme d'une pate brune qui peut etre directement utilis6e dans la composition 
25 pharmaceutique selon I'invention. D'autres separations peuvent etre r§alisees par la 
suite a partir des lipides ainsi obtenus. 

Ainsi, tout ou partie des lipides de la nacre, notamment obtenus selon le procede 
decrit ci-dessus, peut etre mis en oeuvre selon la presente invention. 

30 
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Les lipides ainsi obtenus correspondent en particulier a un melange de composes 
polaires et apolaires. Ce melange comprend generalement des ceramides, du 
cholesterol, eventuellement du cholesterol sulfate et/ou acetate, des acides gras, 
des triglycerides et des lipides apolaires (plus apolaires que les precedents lipides 
5 cites), ceci est plus particulierement le cas pour une huitre, avantageusement une 
huTtre du genre Pinctada (generalement prise dans son biotope naturel). Bien 
entendu, la nature et la quantity de ces elements peuvent varier dans une large 
mesure, notamment en fonction du mollusque, de son biotope, de la saison du 
prelevement et des conditions du prelevernent. 

10 

Ainsi, pour donner un ordre de grandeur, une determination des lipides extraits 

(extraction avec melange de solvants chloroforme/methanol - 2/1) de la nacre de 

Pinctada margaritifera a ete effectuee sur couche mince apres migration avec le 

solvant hexane/diethylether/acide acetique sur gel de silice et coloration au sulfate 
15 de cuivre. Les pourcentages exprimes en fonction de I'intensite de coloration des 

composes lipidiques sont les suivants : 

Cholesterol sulfate: 0,5 % 

Ceramides Hydroxyles: 2,07% 

Ceramides Nonhydroxyl6s: 1 ,03% 
20 Cholesterol: 5,97% 

Acides Gras: 6,24% 

Triglycerides: 4,46% 

Cholesterol acetate: 0,7% 

Lipides apolaires (plus apolaires que les lipides cites pr^cdemment) : 79,03% 
25 La presence d'omega parmi ces lipides a 6te detectee. 

Comme le montrent plus en detail la partie experimental ci-apres, les lipides ainsi 
obtenus presentent des propri6tes tres interessantes. Ces proprietes incluent celles 
relatives aux effets sur la filaggrine et la transglutaminase membranaire 
30 mentionnees auparavant Les lipides extraits de nacre de mollusques nacriers, 
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lorsqu'ils sont appliques sur la peau, permettent egalement de restaurer la 
differentiation keratinocytaire avec reduction de I'hyperproliferation cellulaire. lis 
presentent aussi I'avantage d'une innocuite totale et celui d'avoir un effet anti- 
inflammatoire. 

5 

Ainsi, la pr6sente invention a pour objet une composition pharmaceutique, 
caracterisee en ce qu'elle comprend les lipides tels que definis ci-dessus et un 
excipient pharmaceutiquement acceptable. 

10 [.'administration de la composition selon I'invention peut etre effective par voie 
topique, et eventuellement enterale ou parenterale. De preference, la composition 
pharmaceutique est conditionnee sous une forme convenant a une application par 
voie topique. 

15 Par voie enterale, la composition pharmaceutique, peut se presenter sous forme de 
comprimes, de gelules, de dragees, de sirops, de suspensions, de solutions, de 
poudres, de granules, d'emulsions, de microspheres ou nanospheres ou vesicules 
lipidiques ou polymeriques permettant une liberation control6e. Par voie 
parenterale, la composition peut se presenter sous forme de solutions ou 

20 suspensions pour perfusion ou pour injection. 

Selon un mode particulier de Tinvention, la composition pharmaceutique est 
destinee a un usage local sur la peau. Ainsi, le support pharmaceutiquement 
acceptable est en particulier un excipient approprte a une application topique. 

25 Par voie topique, la composition pharmaceutique selon Tinvention est plus 
particulierement destinee au traitement des pathologies mentionnees ci-dessus, en 
particulier au traitement de la peau et des muqueuses. Elle peut se presenter sous 
forme d'onguents, de cremes, de laits, de pommades, de poudres, de tampons 
imbibes, de solutions, de gels, de sprays, de lotions ou de suspensions. Elle peut 

30 6galement se presenter sous forme de microspheres ou nanospheres ou vesicules 
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lipidiques ou polymeriques ou de patches polymeriques et d'hydrogels permettant 
une liberation controlee. Cette composition par voie topique peut se presenter sous 
forme anhydre, sous forme aqueuse ou sous la forme d'une emulsion (emulsion 
eau/huile, huile/eau ou emulsion multiple). 

5 

Les lipides selon invention sont utilises, de preference par voie topique, a une 
concentration generalement comprise entre 0,02 % et 3 % en poids, de preference 
entre 0,25 et 2 % en poids, et avantageusement entre 0,5 et 1 %, par rapport au 
poids total de la composition. 

10 

En particulier, la composition therapeutique selon I'invention est caracterisee en ce 
qu'elle contient, en association avec des excipients inertes, une quantite 
therapeutiquement efficace de lipides extraits de nacre de mollusques nacriers tels 
que definis precedemment, notamment dans le traitement des pathologies 
15 presentant une diminution de I'activite de la filaggrine et/ou une augmentation de 
I'activite de transglutaminase membranaire, plus specifiquement pour traiter des 
pathologies H6es a une diminution de I'activite cutan6e de la filaggrine et/ou a une 
surexpression cutanee de la transglutaminase membranaire. 

20 L'invention reside egalement dans une methode de traitement de pathologies ou 
traumatismes lies a une diminution de I'activite de la filaggrine et/ou une 
augmentation de I'activite de transglutaminase membranaire de sujets atteints de 
tels pathologies ou traumatismes, comprenant Tadministration a ces mammiferes 
d'une quantite therapeutiquement efficace de lipides extraits de nacre tel que definis 

25 prec6demment, en particulier pour traiter des pathologies liees a une diminution de 
I'activite cutanee de la filaggrine et/ou a une surexpression cutanee de la 
transglutaminase membranaire. 

Plus specifiquement, les pathologies liees a la diminution de I'activite cutanee de la 
30 filaggrine et/ou a une surexpression cutan6e de la transglutaminase membranaire 
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sont des pathologies cutanees, plus particulierement choisies parmi le psoriasis, 
Tichtyose et la dermatite atopique, et des maladies auto-immunes liees a une 
atteinte auto-immune de la filaggrine, telles que notamment la polyarthrite 
rhumatoide. 

5 

Dans le contexte de I'invention, le terme « traitement » designe le traitement 
preventif, curatif, palliatif, ainsi que la prise en charge des patients (reduction de la 
souffrance, amelioration de la qualite de vie, ralentissement de la progression de la 
maladie), etc. 

10 

Le traitement peut en outre etre realise en combinaison avec d'autres ingredients 
ou traitements, tels que notamment d'autres composes actifs pour traiter les 
pathologies ou traumatismes specifies dans la presente demande. 

15 Les autres traitements peuvent etre ceux mentionnes ci-dessus, incluant une 
variete de traitements par voie topique, par phototherapies et par voie orale. Les 
traitements topiques incluent notamment les steroTdes, le goudron, I'anthraline, la 
vitamine D3 et analogues, les retinoTdes, et les rayonnements UV. La phototherapie 
englobe le traitement suivi medicalement aux rayonnements ultraviolets de type B 

20 (UV-B) ou le traitement au psoralene en combinaison avec des UV-A. Les 
traitements par voie orale comprennent Tadministration de methotrexate, retinoTdes 
oraux ou de cyclosporine. 

Les compositions pharmaceutiques ou medicaments selon Nnvention peuvent 
25 comprendre en outre au moins un autre ingredient therapeutiquement actif, choisi 
notamment parmi ceux mentionnes ci-dessus, pour une utilisation simultanee, 
s§paree ou etalee dans le temps, notamment lors d'un traitement chez un sujet 
atteint d'une pathologie ou d'un traumatisme lie a une diminution de I'activite de la 
filaggrine et/ou une augmentation de I'activite de transglutaminase membranaire, tel 
30 que defini ci-dessus. 
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Les compositions pharmaceutiques ou medicaments selon invention comprennent 
avantageusement un ou plusieurs excipients ou vehicules inertes, c'est a dire 
pharmaceutiquement inactifs et non toxiques. On peut citer par exemple des 
5 solutions salines, physiologiques, isotoniques, tamponnees, etc., compatibles avec 
un usage pharmaceutique et connues de I'homme du metier. Les compositions 
peuvent contenir un ou plusieurs agents ou vehicules choisis parmi les dispersants, 
solubilisants, stabilisants, conservateurs, etc. Des agents ou vehicules utilisables 
dans des formulations (liquides et/ou injectables et/ou sol ides) sont notamment la 

10 methylcellulose, I'hydroxymethylcellulose, la carboxymethylcellulose, les 
cylclodextrines, le polysorbate 80, le mannitol, la gelatine, le lactose, des huiles 
vegetales ou animates, I'acacia, etc. Les compositions peuvent etre formulees sous 
forme de suspension injectable, de gels, huiles, comprimes, suppositoires, poudres, 
gelules, capsules, etc., eventuellement au moyen de formes galeniques ou de 

15 dispositifs assurant une liberation prolongee et/ou retardee. Pour ce type de 
formulation, on utilise avantageusement un agent tel que la cellulose, des 
carbonates ou des amidons. 

Les compositions telles que decrites precedemment peuvent bien entendu en outre 
20 contenir des additifs pharmacodynamiquement actifs ou une combinaison de ces 
additifs, et notamment : des agents mouillants ; des emollients; des agents 
hydratants, comme le glycerol, le PEG 400, ou bien encore Pur6e ; d'autres agents 
anti-psoriatiques tels que notamment les steroTdes, le goudron, I'anthraline, la 
vitamine D3 et analogues, et les retinoTdes. 

25 

Ces compositions peuvent egalement contenir des agents d'amelioration de la 
saveur, des agents conservateurs tels que les esters de Tacide 
parahydroxybenzoYque, les agents stabilisants, des agents r6gulateurs d'humidite, 
des agents regulateurs de pH, des agents modificateurs de pression osmotique, 
30 des agents emulsionnants, des filtres UV-A et UV-B, des antioxydants, tels que Ta- 



BNSDOCID: <W Q 2 0041 1 2808A2 J > 



WO'2004/lll808 



PCT/FR2004/001534 



13 

tocopherol, le butylhydroxyanisole ou le butylhydroxytoluene. 

Bien entendu, I'homme du metier veillera a choisir le ou les 6ventuels composes a 
ajouter a ces compositions de telle maniere que les proprietes avantageuses 
5 attachees intrinsequement a la presente Invention ne soient pas ou 
substantiellement pas alterees par I'addition envisagee. 

^administration peut etre realisee par toute methode connue de I'homme du metier, 
notamment par voie orale, topique ou par injection, typiquement par voie intra- 
10 peritoneale, intra-c6r6brale, intra-thecale, intra-veineuse, intra-arterielle ou intra- 
musculaire. L'administration par voie topique ou orale est preferee. S'agissant d'un 
traitement a long terme et non topique, la voie d'administration preferee sera 
sublinguale, orale ou transcutanee. 

15 Pour les injections, les composes sont generalement conditionnes sous forme de 
suspensions liquides, qui peuvent etre injectees au moyen de seringues ou de 
perfusions, par exemple. II est entendu que le d6bit et/ou la dose injectee, ou de 
maniere generate la dose a administrer, peuvent etre adaptes par Thomme du 
metier en fonction du patient, de la pathologie, du mode d'administration, etc.. II est 

20 entendu que des administrations repetees peuvent etre realisees, eventuellement 
en combinaison avec d'autres ingredients actifs ou tout vehicule acceptable sur le 
plan pharmaceutique (tampons, solutions saline, isotonique, en presence d'agents 
stabilisants, etc.). 

25 Selon un aspect particulier, Tinvention concerne un dispositif, en particulier adapte a 
une injection sous-cutanee ou percutanee, comprenant les lipides tels que definis 
ci-dessus et un excipient physiologiquement acceptable, qui est en particulier 
adapte a une injection sous-cutanee ou percutanee. Ce dispositif peut notamment 
etre sous forme de seringues ou de perfusions. 

30 
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L'invention est utilisable chez les mammiferes, en particulier chez I'etre humain. 

D'autres aspects et avantages de la presente invention apparaftront a la lecture des 
exemples qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs. 

5 

EXEMPLES 

Cette partie demontre I'efficacite des lipides tels que definis ci-dessus. 
10 1- Preparation des lipides extraits de nacre 

Extraction du culot par un melange Chloroforme / methanol : 
60 g de la poudre obtenue a partir de nacre d'huTtres Pinctada margaritifera est 
melangee avec 120ml du melange chloroforme/methanol (rapport ponderal : 2/1). 
15 On agite a temperature ambiante pendant environ 4 heures. On filtre, puis on 
evapore pour recuperer la partie lipidique. 

Les lipides obtenus sont incorpores dans une base de creme appelee ci-dessous 
excipient pour donner les Formulations P1 et P2 signalees ci-dessous. 

20 

2-Preparation des explants et delipidation : 

Sur une plastie cutanee, il a ete applique un melange ether/acetone sur une zone 
definie. Dans cette zone, ainsi delipidee, 15 explants ont ete preleves. 6 autres 
25 explants ont ete preleves dans une zone non delipidee. 

Repartition des 15 explants delipides en 5 lots : 

- D (Peau Delipidee Temoin, 6 explants) 

30 - DE (Peau Delipidee + Excipient, 3 explants) 

- DP1 (Peau Delipidee + Produit 1 , 3 explants) 

- DP2 (Peau Delipidee + Produit 2, 3 explants) 
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Repartition des 6 explants non delipides en deux lots No (Peau Normale a To) et N3 
(Peau Normale a T 3 heures). 

3- Produits testes : 

5 

Les produits testes sont : 

- Formulation de base : Excipient, 

- Formulation P1 a 0,5 % en poids de lipides 
10 - Formulation P2 § 1 ,0 % en poids de lipides 

4- Application des produits : 

15 Les produits & tester ont et§ appliques sur les explants des la realisation de ceux-ci. 
lis ont et§ appliques en topique (4 mg / explant) durant 3 heures sur les lots DE f 
DP1 et DP2 ; les lots No, N3 et D ne re?oivent aucun traitement 

5- Histoloqie : 

20 Au temps TO, des la fin de la delipidation, 3 explants des lots No et Do sont 
preleves et fix6s pour moitie dans du Bouin ordinaire, et pour autre moitie congeles. 
Au temps 3 heures apres le debut du traitement, les 3 explants de chaque lot (N3, 
D3, DE, DP1 et DP2) sont preleves et fix6s de la meme maniere. 

25 L'etude histologique consiste en : 

- L'analyse histologique du stratum corneum par la coloration au trichrome de 
Masson. 

- Le marquage de la filaggrine par Panti-corps monoclonal anti-filaggrine (r6f 
BT 576 de BTI Qiniscience) Clone OKTB1 revele en immunofluorescence 

30 avec un systeme amplificateur biotine/streptavidine et les noyaux contre- 

colores a Tiodure de propidium. 

- Le marquage de la transglutaminase membranaire par Tanti-corps 
monoclonal anti-TGM (Harbor Products TEBU ref 5003) clone B.C1 r§vele en 
immunofluorescence avec un systeme amplificateur biotine/streptadivine et 
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les noyaux contre-colores & I'iodure de propidium. 



6-RESULTATS : 

5 

Observation morpholoqique du stratum corneum apres coloration au 
trichrome de Masson : 

Peau non delipidee a TO (No) : 

10 Le stratum corneum est assez compact, peu feuillete, keratinise en surface et a la 
base. 



Peau delipidee a To (Do) : 

Le stratum corneum est plus compact et plus keratinise en surface et a sa base. 
Peau normale a 3H (N3) : 

Le stratum corneum est plus ou moins compact, peu keratinise en surface et en 
basal. 



20 Peau delipidee a 3 h (D3) : 

Le stratum corneum est compact, nettement keratinis6 en surface et en basal. 

Peau delipidee + exciplent (DE) : 

Le stratum corneum est assez feuillete et legerement keratinise. 

25 

Peau delipidee + formulation a 0,5 % des lipides (DP1) : 

Le stratum corneum est legerement feuillete, legerement keratinise en surface est 
nettement en basal. 



30 Peau delipidee + formulation a 1,0 % des lipides (DP2) : 
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Le stratum corneum est plus ou moins feuillete, legerement keratinise en surface et 
plus nettement en basal. Proche de P1 . 

Immunomarauaqe de la filaqqrine : 

5 

Peau non delipidee a To (No) : 

Le marquage est fort et tres irregulier. II est observe sur 6 a 7 assises cellulaires et 
nettement sur-exprime par rapport 4 la normale. 

10 Peau delipidee a To (Do) : 

Le marquage est proche de celui observe sur la peau non delipidee a To, mais 
present sur un nombre plus reduit d'assises cellulaires avec un leger marquage 
dans les structures epidermiques, marquage qui est parfois observe sur les peaux 
tres seches. 

15 

Peau normale a T 3h (N3) : 

Le marquage est fort et tres irregulier. II est observe sur 3 a 7 assises cellulaires et 
nettement sur-exprime par rapport a la normale. 

Le marquage est identique a celui observe sur la peau non delipidee a TO. 

20 

Peau delipidee a T3h (D3) : 

Le marquage present est variable, generalement observe sur un nombre plus reduit 
d'assises cellulaires, et beaucoup moins fort et tres irregulier. 

25 Peau delipidee + Excipient (DE) : 

Le marquage est present sur 4 a 5 assises cellulaires. II est irregulier et legerement 
superieur a celui observe sur la peau delipidee a T3h. 

Peau delipidee + formulation a 0,5 % des lipides (DP1) a 3h : 

30 Le marquage est fort et plus ou moins regulier. II est observe sur 6 a 7 assises 
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cellulaires et nettement sur-exprime par rapport a la normale. 

Le marquage est proche de celui observe sur la peau non delipidee a T3h. 

Peau delipidee + formulation a 1,0 % des lipides (DP2) : 

5 Le marquage est proche de celui observe avec P1 et present sur un nombre 
identique d'assises cellulaires. 

Marauaae de la transglutaminase membranaire : 

10 Peau non delipidee a TO (NO) : 

Le marquage est tres fin, assez faible et irregulier sur 2 a 3 assises cellulaires. 

Peau delipidee a To (Do) : 

Le marquage est tres fin, plus ou moins faible et irregulier sur 2 a 3 assises 
15 cellulaires. II est proche de celui de la peau normale a To. 

Peau normale a T 3h (N3) : 

Le marquage est fin, assez net et assez regulier sur 2 a 3 assises cellulaires. II est 
proche de celui de la peau normale a To. 

20 

Peau delipidee a T 3h (D3) : 

Le marquage est tres faible sur 1 assise cellulaire et souvent absent du stratum 
corneum. 

25 Peau delipides + Excipient (DE) : 

Le marquage est assez net et plus ou moins regulier sur 2 a 3 assises cellulaires. 

Peau delipidee + formulation a 0,5 % des lipides (DP1) : 

Le marquage est faible, plus ou moins regulier et observe sur 2 a 3 assises 
30 cellulaires. 
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Peau delipidee + formulation a 1,0 % des lipides (DP2) : 

Le marquage est pratiquement absent du stratum corneum. 

5 

MORPHOLOGIE GENE RALE DU STATUM CORNEUM 

A TO, sur la peau non delipidee, le stratum corneum est assez compact et k6ratinise 
en surface et a la base. II est plus compact et keratinise sur la peau delipidee. Cet 
10 aspect montre une structure de peau seche. 

A T 3h, sur la peau normale, il montre une structure relativement feuillete. II reste 
assez compact sur la peau delipidee. Sur la peau delipidee traitee avec la 
formulation P1, il est legerement moins compact et plus ou moins feuillete. Sur celle 
15 traitee avec la formulation P2, il est observe des aspects proches de ceux observes 
avec la formulation P1. 



20 EXPRESSION DE LA FILAGGRINE : 

A TO, sur la peau normale et delipidee, la filaggrine est fortement sur-exprimee, 
presente sur 6 a 7 assises cellulaires sur tout le stratum corneum. 

25 A T3h, sur la peau delipidee, la filaggrine est moins forte, tres irreguliere et presente 
sur un nombre tres variable d'assises cellulaires. Sur la peau normale, elle est 
identique a cede de la peau a TO. 

Avec I'excipient, Pexpression de filaggrine est legerement superieure a celle 
30 observee sur la peau d§lipidee sans produit a 3h. 
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La formulation P1, a 0,5 % de lipides de nacre, induit une subexpression de la 
filaggrine, qui se trouve presente sur 6 a 7 assises cellulaires et est d'une intensite 
superieure a celle observee sur la peau normale § T3h. 

5 

La formulation P2, a 1 % de lipides de nacre, induit une tres nette sur-expression de 
la filaggrine. Elle est tres legerement superieure a celle observee avec la formule 
P1. 

10 EXPRESSION DE LA TRANSGLUTAMINASE MEMBRANAIRE : 

A TO, sur la peau normale et delipidee, la transglutaminase membranaire est tres 
faible, tres irreguliere et presente sur 2 a 3 assises cellulaires. 

15 A T 3h, sur la peau delipidee, la transglutaminase membranaire (TGM) est tres 
faible et presente sur une a deux assises cellulaires. Sur la peau normale, elle est 
legerement superieure a celle de la peau a TO. Avec I'excipient, I'expression de 
TGM apparaTt plus marque que la peau normale et delipidee sans traitement. 

20 La formulation P1 , a 0,5 % de lipides de nacre, induit une tres faible expression de 
TGM nettement inferieure a celle observee sur la peau delipidee a T3h et traitee 
avec Pexcipient. 

La formulation P2, a 1 % de lipides de nacre, n'induit pratiquement pas d'expression 
25 de TGM. 

CONCLUSION 

30 La proteolyse de la filaggrine produit, entre autres, de tres nombreux acides amines 
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qui rentrent dans la composition des NMF (Facteur Naturel d'Hydratation). Ces NMF 
se trouvent localises entre les corneocytes du stratum corneum. 
L'hyper-expression de filaggrine montre le caractere de peau seche de la plastie 
utilisee. Ce caractere a ete amplifie par la delipidation. 
5 Les formulations P1 et P2 induisent, sur la peau delipidee, une expression de la 
filaggrine proche de celle d'une peau normale. Elles ont apporte au stratum 
corneum les elements necessaires a la rapide reconstitution du ciment 
intercellulaire. 

10 Les deux formulations P1 et P2 sont actives dans la reconstitution du ciment 
intercellulaire, avec un leger avantage a la formulation P2 a 1% de lipides de nacre. 

La composition des enveloppes comees est regulee par la transglutaminase 
membranaire. La faible expression de la TGM, observee a TO est un signe d'un 
15 caractere de peau seche. II est amplifie par la delipidation de la plastie avec le 
melange de solvants, augmentant ainsi I'alteration de ces enveloppes. La peau a 
done puise dans ses elements recomposant la structure des enveloppes cornees : 
la TGM. 

Les deux formulations, P1 et P2 semblent inhiber Texpression de la TGM avec un 
20 effet dose. Ces produits semblent empecher le retour a un niveau normal de la 
TGM. 

Les deux formulations P1 et P2 inhibent Pexpression de la transglutaminase 
membranaire. 

25 
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REVENDICATIONS 

5 

1. Composition pharmaceutique comprenant des lipides extraits de nacre de 
mollusques nacriers dans un support pharmaceutiquement acceptable. 

2. Composition pharmaceutique selon la revendication 1, caract6risee en ce que les 
10 mollusques nacriers sont des huTtres. 

3. Composition pharmaceutique selon la revendication 2, caracterisee en ce que les 
huTtres sont des huTtres du genre Pinctada et plus particulierement du genre 
Pinctada espece margaritifera. 

4. Composition pharmaceutique selon Tune des revendications precedentes, 
caracterisee en ce que le support pharmaceutiquement acceptable est un excipient 
approprie a une application topique, enterale ou parenterale. 

20 5. Composition selon la revendication pr6cedente, caracterisee en ce que le support 
pharmaceutiquement acceptable est un excipient approprie a une application 
topique. 

6. Composition selon la revendication precedente, caracterisee en ce que les lipides 
25 sont presents a une concentration comprise entre 0,02 % et3 % en poids, de 

preference entre 0,25 et 2 % en poids, et avantageusement entre 0,5 et 1 %, par 
rapport au poids total de la composition. 

7. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes, 
30 caracterisee en ce qu'elle est destinee a traiter des pathologies presentant une 
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diminution de Tactivite de la filaggrine et/ou une augmentation de Tactivite de 
transglutaminase membranaire. 

8. Composition selon la revendication precedente, caracterisee en ce qu'elle est 
5 destinee a traiter des pathologies liees a une diminution de I'activite cutanee de la 

filaggrine et/ou a une surexpression cutanee de la transglutaminase membranaire. 

9. Composition selon Tune quelconque des revendications pr6cedentes, 
caracterisee en ce qu'elle est destinee a traiter des pathologies cutanees, plus 

10 particulierement choisies parmi le psoriasis, Tichtyose et la dermatite atopique. 

10. Composition selon Tune quelconque des revendications precedentes 1 a 8, 
caracterisee en ce qu'elle est destinee a traiter des maladies auto-immunes liees a 
une atteinte auto-immune de la filaggrine, en particulier la polyarthrite rhumatoYde. 

15 

11. Composition selon Tune quelconque des revendications pr6cedentes 1 a 10, 
caracterisee en ce qu'elle comprend en outre au moins un autre ingredient 
therapeutiquement actif pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le 
temps. 

20 

12. Composition selon la revendication precedente, caracterisee en ce que I'autre 
ingredient therapeutiquement actif est choisi parmi les steroTdes, le goudron, 
Tanthraline, la vitamine D3 et analogues, et les retinoYdes. 

25 13. Lipides extraits de nacre de mollusques nacriers tels que definis selon Tune des 
revendications 1 a 3, a titre de medicament. 

14. Dispositif comprenant des lipides tels que definis dans Tune des revendications 
1 a 3 et un excipient physiologiquement acceptable. 

30 
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15. Dispositif selon la revendication precedente, caracterise en ce que sa forme est 
adaptee a une injection sous-cutanee ou percutanee, en particulier sous forme de 
seringue ou de perfusion. 



_2004112808A2_I_> 



